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リピドAによるマウス致死活性の作用機構とその応用
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朝 井 康 行
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本論文の要旨は,第69回日本細菌学会総会 (平成8年3月,福岡),第38回歯科基礎医
学会学術大会 (平成8年10月,横須賀),The 75th IADR Gcnerd Medhg(1997年3月,
Flo五da),第70回日本細菌学会総会 (平成9年3月,宇都宮),第71回日本細菌学会総会
(平成10年4月,松本),■0 76th IADR General Mceting(1998年6月,Nice),The 5ぬ
Confcl・encc ofthe lntmmtiOnd EndotOxin Socieサ(1998年9月,New MexicO),第4回日本エ
ンドトキシン研究会 (平成lo年9月,東京),第35回日本細菌学会中部支部総会 (平成
10年10月,名古屋),第40回歯科基礎医学会学術大会 (平成lo年10月,名古屋)におい
て発表した。
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ロ細菌感染症は,抗生物質や全身管理によリコントロールされてはいるが,重症感染症
患者では,敗血症性ショックから多臓器不全に陥り死に至ることが,現在でも多く認め
られる。敗血症は,エンドトキシン血症をしばしば伴い,発熱,心拍数の増加,凝固系
克進,循環動態の変化,ショック,多臓器不全などを引き起こす1～3)。 グラム陰性菌の
細胞壁外膜に存在するリポ多糖体 (LPS;エンドトキシン)は,これら敗血症を惹起す
る重要な因子であると考えられる。LPSの内毒素作用には,宿主細胞から産生されるサ
イトカイン,プロスタグランジン,活性酸素,一酸化窒素などのメディエーターが関与
しているの。これらLPSにより作用をうける宿主細胞のなかで中心的役割を演じている
マクロファージは,種々 の炎症性サイトカインを含むメディエーターを産生し,エンド
トキシン血症をともなう致死活性の発現に深く関与していることが推測される4～8)。 ェ
ンドトキシンショックゃ致死活性に対する治療法としては,血中エンドトキシンの中和
や除去,内因性メディエーターの抑制などに関する研究が現在進められている9～14)。近
年,LPSの構造,化学合成ならびに生物活性の一連の研究から,LPS活性の大半を担っ
ているのはリピドA部分であることが明らかにされている15,16)。
歯周病原性細菌の一つとして注目される黒色色素産生性嫌気性グラム陰性拝菌である
P…■OmOnas gingi曖お由来のLPSは,大腸菌LPSと比較して,ウサギの発熱原性,マウ
ス致死活性, シュワルッマン反応などの内毒素作用が非常に弱い17～19)。また,近年P.
動 %魅LPSのリピドA部分の構造が明らかにされ2の,同リピドAは,低毒性でかつ種々
の免疫生物学的作用を発揮することが示されている17,21)。しかしながら,細菌種による
LPS/リピドAの内毒素活性の違いや構造および宿主 (細胞)に対する作用機構につい
ての研究は諸についたばかりである22)。本研究は,P.ghgi曖騰および大腸菌由来のリピ
ドAを用いて,ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに対する致死活性を指標として,同マ
ウスのマクロファージからの炎症性サイトカインの産生誘導ならびにその作用機構の一
端を明らかにし,また,これら作用機構にもとづいてエンドトキシンによる致死活性の
抑制について検討した。
緒
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材料 と方法
1。 実験動物
実験動物 として,生後8週齢の雄性C57BL/6マウスを用い, 日本チャールス・リバ
ーKK(横浜)より購入 した。
2. リピドA
P.ghgi″騰381株リピドAおよび大腸菌型合成リピドA(化合物506)は,朝日大学歯
学部口腔細菌学講座小川知彦博士より恵与された。
3。 供試イオノホアおよび抗体
カルシウムイオノホアA23187(Sigma chemical Co.,St.Louis,MO,USA)を純エタノ
ール (和光純薬,大阪)を用いてlo‐3Mに調製 し,リン酸緩衝生理食塩水 (PBs,pH7.5;
微研,大阪)により所定濃度に希釈 したldをc57BL/6マウスの腹腔内に投与 した。バ リ
ノマイシン (sigma chemical Co。)はDimethyl Sulfoxidc(DMSO;和光純薬)を用いて,グ
ラミシジンA(Calbiochem―Novabiochcm CO。,La Jolla,CA,USA)はエタノールで各々
10-3Mに調製 した後,PBSにて所定濃度にしたものをマウス腹腔内に投与 した。
ハムスター抗マウスinterleukin l beta(IL-lβ)抗体 (Genzyme CO。,Cambridge,MA,USA)
は,lm3/mlの濃度に調製 した o。lmlをマウス尾静脈に投与 した。
4.マウスマクロファージの調整
C57BL/6マウスにD―ガラクトサ ミン塩酸塩 (和光純薬)を16mg/0.5mlに調製して腹腔
内投与後30分,気管支洗浄法23)により肺胞マクロファージを得た。すなわち,純エタノ
ールで消毒 したマウス腹部の皮膚を横隔膜 に相当する部位より上部にて切開,剥離 し気
管を露出させた。気管に22ゲージ留置針 (テルモ,東刺 を挿入 し,縫合糸 (シラカワ,
東京)にて針を結索 し固定後,PBsにて0。1%濃度に調製 したcthylenedialnine鯰廿 acetic acid,
disodium sdt(EDTA。2N鶴和光純薬)のldを肺に注入した。胸部をマッサージした後 ,
静かにシリンジにて吸引 し肺胞マクロファージを得た。同様 の操作を5回繰 り返 し集め
た細胞浮遊液 を4℃,100×gで10分間遠心後,PBsで3回洗浄 し,10%ウシ胎児血清
(FBS;Hyclone Laborato●es,Inc.,Logan,UT,usA)を添加 したRPM11640(日研生物医学
研究所,京都)培養液 (lo%FBS―RPM11640培養液)に細胞を浮遊 し,以下の実験に供
した。D―ガラクトサミン塩酸塩投与マウスの腹部中央部に22ゲージ針付シリンジ (テル
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モ)で5dのPBsを注入し,腹部をマッサージ後,腹腔内洗浄液を回収した。4℃,100×
gで10分間遠心後,細胞をPBsで3回洗浄し,腹腔マクロファージをlo%FBS―RPM11640培
養液に浮遊した。同マウスから牌臓および肝臓をそれぞれ摘出し,ナイロンセルストレ
イナー (Becton DickinsOn Labware,Franklin Lakes,NJ,USA)上でプラスチック棒を用い
て磨 り潰 した。細分された組織をRPM11640培養液に浮遊し,HistOpaque1083①(Sigma
Chemicd Co。)上に重層 し,比重遠心法24)により単核球画分を得た。RPM11640培養液で
洗浄後,10%FBS―RPM11640培養液に細胞を浮遊した。プラスチックシャーレ中で37℃,
2時間5%C02-95%湿空気中で培養後,培養液を吸引し非付着細胞を除去した。PBsで細
胞を洗浄後,プラスチックシャーレに付着している細胞をラバーポリスマンにて剥離採
集し,10%FBS―RPM11640培養液で所定細胞数に調整した。これら付着細胞をマクロファ
ージとして以下の実験に供した。なお,全細胞中98%以上が生細胞であることをトリパ
ンブルーツト除試験により確認した。
5。 産生サイトカインの測定
マクロファージからのサイトカイン産生は,enzyme―linkedimmunOsOrbentassay lELISA)
法を用いて測定 した。すなわち,lo%FBS―RPM11640培養液に5×106個/mとなるように
調整したマクロファージに所定量のテスト標品を添加し,37℃,72時間5%C02-95%湿空
気中で培養した。培養終了後,その上清中のTNF―α,IL-6,IL-lαおよびL-lβをマウス
HISAキット (Genzyme Co。)を用いて,マイクロプレートリーダー (モデル550;
Bio―Rad Laboratories,Hcrculcs,CA)で各々測定した。また,マクロファージからのサイ
トカイン産生に対するプロテインキナーゼの関与について検討した。すなわち,所定濃
度に調製したプロテインキナーゼ阻害剤である1-(5-isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine
(H-7;生化学工業,東京),V[2-(methylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide(H-8;生化
学工業),N―(2-guanidinoethyl)-5-isoquinolinesulfonamide(HA100先生化学工業),
N―(6-aminohexyl)-5-chloro-1-naphthdcncsulfonamidc(W_■生 化学工業)あるい は
N―(6-aminohexyl)-1-naphthalenesulfonamide(w_ュ生化学工業)をマクロファージとともに
37℃,4時間培養した。さらにリピドA(lμノウェル)を加えて72時間培養し,その上清
中のサイトカイン量をマウスELISAキットを用いてマイクロプレートリー ダーにより各々
測定した。ELISAキットに含まれる対照サイトカインの検量線から,サイトカイン産生
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量を各々算定した。測定は各培養ごとに3通り行い,平均値と標準誤差を求めた。
6。 マウスサイトカインmRNAの発現誘導の検討
C57BL/6マウスより調整した肺胞マクロファージからIsOgenけ日光純薬)を用いて全
RNAを抽出した。すなわち,細胞にIsOgenを加えホモジナイズし,1/1o量のクロロホル
ム (和光純薬)を添加後,15,000×g,15分間遠心した。分離されたRNAをイソプロパ
ノール (和光純薬)を用いて沈殿し,純エタノールにて洗浄した。得られた全い(Aを用
いて,RNA PCR kit(宝酒造,大津)によりRT―PCR法2つを実施した。すなわち,抽出・
精製 した全RNA(lμg)より,oligo dT―A aptorプライマーお よびAMV Reverse
TranscHptasc(宝酒造)を用いて,42℃,40分間逆転写反応を行い,cOmplemcntary DNA
(cDNA)を合成した。得られたcDNAを鋳型として2.5mM MgC12,2.5U TaKaRa TaqTM
(宝酒造)および検出するmRNAに特異的なセンスプライマー/アンチセンスプライマ
ーを最終濃度0。2μMとなるように各々加え,95℃(20秒),58℃(2分),72℃(2分)
を1サイクルとして合計30サイクルの設定でcDNAの増幅を行った。PcR産物は,エチジ
ウムブロミド (ニッポンジーン,東京)を含む2%アガロースゲル (ニッポンジーン)
にて電気泳動後,紫外線照射により可視化されたバンドをポラロイドフィルム (P01aroid
Corporation,Camb五dge,PIA)を用いて撮影した。なお,供試した各々のプライマーの塩
基配列,増幅されるcDNAの長さは,表1に示した。
表l PcRプライマーの塩基配列
TNF―α  デプライマー
3:プライマー
lL-6    51プライマー
3:プライマー
IL-lα   5'プライマー
3'プライマー
旧β :ζ:千軍三
卜劉n]子ζ千軍=
5LAGC CCA CGT CGT AGC AAA CCA CCA A-31
5LACA CCC ATtt CCC TttC ACA GAG CAA T-3:
5'T¨TC CttC TCT GCA AGA GC T‐3'
5LttGT ATC TCT CttG AAG GAC T‐3'
5LTTA CAG TGA AAA CGA AGA‐31
5LTGT TttG TCC ACA TCC TG-3:
5LGCA ACT GTT CCT GAA CTC A‐3:
5LCttC GGA GCC TGT AGT GCA G-3'
5LAttG GAT GAC GAT ATC GC丁‐3'
5LAttG AGG TAG ttCtt GTC AGG‐31
445bp*
431 bp
41 6bp
320bp
568bp
*増幅cDNAの分子量
-6-
7.致死活性の検討
Galanosらの記載に従い,ガラクトサミン負荷マウスを用いた致死活性について検討 し
た26とすなわち,PBsに溶解した16mg/0.5ml濃度のD―ガラクトサミン塩酸塩をc57BL/6マ
ウスに腹腔内投与し,つづいて所定量のPo gingiv″fsリピドAあるいは化合物506を尾静脈
より0.2ml注射し,24時間後の生死について観察した。リピドAの50%致死量は,Kttber
法により算出した2つ。
8。 マウス血中のエンドトキシンならびにサイトカイン濃度の測定
ガラクトサミン負荷マウスに化合物506(0。lμg/0.2ml)を尾静脈に注射後,6時間まで
経時的に採血し,血清分離を行ない_20℃で凍結保存した。血清中のエンドトキシン量は,
エンドトキシン測定試薬であるエンドスペシー① (生化学工業)を用いて測定した。す
なわち,96穴平底培養用プレートの各ウェルに血清サンプルあるいはエンドスペシー標
準試薬を各々50μlずつ容れ,ついでリムルス試薬を50μl添加し,37℃,30分反応後合成
基質から遊離するp―ニトロアニリンの発色をマイクロプレートリーダーにより測定した。
また,血清中のサイトカイン量はマウスELISAキットを用いて測定し,各キットの対照
サイトカインの検量線から血清中に含まれるサイトカイン産生量を算出した。測定は各
試料ごとに3通り行い,平均値と標準誤差を求めた。
9。 統計処理
各実験における測定値の有意差は,各群ごとに平均値と標準誤差を算出し,studcntのt
検定を用いて統計学的に比較した。また,相関性の検定には,PeasOn's correlation
coefficicntを用いた。
l。 リピドAによるガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに対する致死活性の検討
ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに対するR ghgiv″isリピドAの致死活性は,化合物
506のそれと比較検討した。その結果,表2に示すようにP.ghgiv″isリピドAは,100μg
(/匹)投与量で供試した全マウスに対して致死活性を示したが,化合物506では0。lμg
(/匹)投与量で同様の活性がみられた。Kttber法による50%致死量を求めるとP.
gingiva施リピドAは12.6μgであり,化合物506は0.0079μgと算出され,P,gingi曖騰リピド
Aは非常に低い致死活性を示した。
果結
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表2 リピドAによるガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに対する致死活性
テス ト標品 0.110100
リピドA投与量 (円/匹) 50%致死量*
(μg)0.01 0.001
P・タリ yaおリピドA
化合物 506
2/5 0/5
5/5
?
?
?
?
?
?
12.6
0.0079
ガラクトサミン塩酸塩 (16mg/匹)を腹腔内投与したc57BL/6マウスに所定量のリピドAを尾
静脈より注射し,24時間後の致死活性 (死数/総数)を調べた。*50%致死量はKtter法によ
り算定した。実験は3回実施し,代表的な結果を示す.
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図1 リピドAによるガラクトサミン負荷C57BL/6マウス由来マクロファージ (Mφ)からの炎
症性サイトカインの産生.c57BL/6マウスより調整したMφ (5×105個/ウェル)は,リ
ピドA(lμg/ウェル)とともに72時間培養し,その培養上清中のサイトカイン産生量を
ELISA法にて測定した.測定は各テスト標品ごとに3通り行い,平均値と標準誤差を求
めた。また,studentのt検定により,PoThyrom"as gingi“お∈リ リピドAと化合物506
刺激によるサイ トカイン量の間には1%(*)の危険率で有意の差が認められた。バ
ーは標準誤差を示す。
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2。 リピドAによるC57BL/6マウス クロファージからの炎症性サイトカイン産生の
検討
P.ghgi″おリピドAあるいは化合物506ともに培養したc57BL/6マウスの肺胞,腹腔,
牌臓ならびに肝臓マクロファージからの炎症性サイトカインであるTNF―α,IL-6,IL-lα,
IL-lβ産生について比較検討した (図1)。種々のマウスマクロファージのなかで,肺胞
マクロファージからTNF―α,IL-lαおよびIL-lβ,腹腔マクロファージか らIL-6の各々著
明な産生誘導がみられた。他方,牌臓および肝臓マクロファージからのサイトカイン産
生誘導は弱かつた。また,化合物506刺激による肺胞,腹腔および月卑臓マクロファージ
からのIL-lαおよび肺胞や腹腔マクロファージからのIL-lβ産生誘導は,Po gingivゴisリピ
ドAのそれらに比べて有意に高かった。
3.リピ ドAによるマウス肺胞マクロファージからの炎症性サイトカイン産生に
およぼすプロテインキナーゼ阻害剤の作用
P.gingL痛sリピドAおよび化合物506によるガラクトサミン負荷C57BL/6マウスの肺胞
マクロファージからのサイトカイン産生における細胞内プロテインキナーゼの関与につ
いて検討 した。すなわち,種々 のプロテインキナーゼ阻害剤をガラクトサミン負荷
C57BL/6マウス肺胞マクロフアージと4時間前処理した後,P.ghgi″鮨リピドAあるいは
化合物506によるサイトカイン産生をELISA法により調べた。その結果,図2に示すよう
にP,gingivaおリピドAならびに化合物506のいずれのリピドAの場合にも,TNF―αおよび
IL-6産生においてプロテインキナーゼC(PKC)阻害剤であるH_7,環状ヌクレオチド依
存性プロテインキナーゼ (プロテインキナーゼA/プロテインキナーゼG;PKA/PKG)阻
害剤であるH_8およびカルモデュリン阻害剤であるW_7により用量依存的に抑制された。
IL-lα産生では,P.」昭liv〃iSリピドAおよび化合物506で刺激した場合に,H_7により
IL-lα産生の増強がみられたが,供試した他の阻害剤では変化はみられなかった。P。
gingi″施リピドAによるIL-lβ産生誘導は,化合物506のそれに比べてw-7により強く抑制
された。カルモデュリンに対する阻害作用が弱いW-5で処理した場合には,w_7に比べ
てIL-lβの産生抑制は弱かつた。
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図2 リピドAによるガラクトサミン負荷C57BL/6マウス肺胞マクロファージからの炎症性サイ
トカイン産生誘導におよぼす種々のプロテインキナーゼ阻害剤の作用。C57BL/6マウス肺
胞マクロファージ (5×105個/ウェル)は,所定量のH‐7(●),H…8(○),HA1004
(△),W-7(■)あるいはw_5(□)を添加したlo%FBS―RPMI培養液中で37℃,4時間
培養した。つづいてリピドA(lμg/ウェル)とともに72時間培養し,その培養上清中のサ
イトカイン産生量をELISA法にて測定した。測定は各テスト標品ごとに3通り行い,平均
値と標準誤差を求めた。また,studentのt検定により,テスト培養と対照培養でのサイト
カイン量の間には1%(*)の危険率で有意の差が認められた。バーは標準誤差を示す。
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4.カルモデュリン阻害剤 による肺胞マクロファージの炎症性サイ トカインmRNA
発現におよぼす作用
P.gingivaおリピドAあるいは化合物506によるc57BL/6マウス肺胞マクロファージのサ
イ トカインmRNA発現誘導に対するカルモデュリン阻害剤の作用について,RT―PCR法を
用いて検討 した (図3)。その結果,P.gingiva鮨リピドAならびに化合物506刺激後4時
間でTNF―α,IL-6,IL-lαおよびIL-lβ mRNA発現の誘導がみられた。TNF―α,L-lαお よ
びIL-lβ mRNAについては,化合物506に比べてP.gingiva施リピ ドAで刺激すると,その
発現は弱かった。IL-6 mRNAレベルは,両リピ ドAとも同程度の発現 を示 した。カルモ
デュリン阻害剤であるW_7で肺胞マクロファージを処理した場合,P.glinglivaruisリピドA
刺激によるL-lβ mRNAの発現は特異的に抑制され,図2で示した肺胞マクロファージ
からのサイ トカイン産生抑制の結果と一致 した所見が得られた .
丁NF―α 445bp
IL-6 431bp
IL-lα 416bp
β―aCtin 568bp
ρ.9わg′yalisリピドA  ― + ― + _ + _
化合物506  - ― + ― + ― 十
対照  W‐7 W‐5
図3 リピ ドAによるc57BL/6マウス肺胞マクロファージからの炎症性サイ トカイン
mRNA発現におよぼすカルモデュリン阻害剤の作用。C57BL/6マウス肺胞マクロ
フアージ (5×105個/ウェル)は,lμMのW_7あるいはw_5を添加 した
10%FBS_RPMI164C嗜養液中で37℃,4時間培養した.つづいてリピドA(lμg/ウェ
ル)とともに4時間培養 し,全RNAを得た.サイ トカィンmRNAの発現量を
RT―PcR法を用いて検出した。実験は3回実施し,代表的な結果を示す.
IL-lβ 320bp
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5。 化合物506投与マウスの血中エンドトキシンおよびサィトカイン濃度の経時的変化
化合物506(0.lμg/匹)をガラクトサミン負荷C57BL/6マウスの尾静脈に投与した後,
血中エンドトキシン濃度を測定した。その結果,図4に示すように化合物506投与後5分
にはエンドトキシン濃度はピークに達したが,30分後にはほとんど検出されなかった。
また,同マウス血中のサイトカイン濃度について検討した (図5)。その結果,マウス
血中のTNF―αおよびL_6濃度は化合物506投与後60分にピークに達し,その後漸次減少し
た。血中IL-lα濃度は投与後120分より増加傾向を示し,また,IL-lβ濃度は投与後360分
に急激な上昇がみられた。
25,000
20,000
15,000
10,000
5,000
0
90120    180    240
時間 (分)
図4 化合物506刺激ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスの血中エンドトキシン濃度の
経時的変化。C57BL/6マウスにガラクトサミン塩酸塩 (16mg/匹)を腹腔内投与
した後,化合物506(0.lμg/匹)を尾静脈に注射した。投与直後から経時的に血
中エンドトキシン濃度をエンドトキシン試薬であるリムルステストにより測定し
た。●はガラクトサミン塩酸塩および化合物506の投与群,○はガラクトサミン
塩酸塩投与群,□は非投与対照群のエンドキシン濃度を各々示している.また,
Studentのt検定により,投与群と非投与群において1%(*)の危険率で有意の差
が認められた。バーは標準誤差を示す。
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図5 ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに対する化合物506投与後の血中炎症性サイトカ
イン量の経時的変化。C57BL/6マウスにガラクトサミン塩酸塩 (16mg/匹)を腹腔内
投与した後,化合物506(0.lμg/匹)を尾静脈に注射した。投与直後から経時的に採
血して得た血清中のサイトカイン濃度をELISA法により測定した.●はガラクトサミ
ン塩酸塩および化合物506投与群,○はガラクトサミン塩酸塩投与群,□は非投与対
照群のサイトカイン量を示している。また,studentのt検定により,投与群と非投与
群において1%(*)の危険率で有意の差が認められた。バーは標準誤差を示す。
6。 イオノホアによるガラクトサミン負荷マウスの化合物506による致死活性に対する
効果
化合物50610.lμg/匹)をガラクトサミン負荷C57BL/6マウスの尾静脈に投与後15分に,
所定量のカルシウムイオノホアA23187を腹腔内投与し,24時間後のマウス致死活性を検
討した。その結果,表3に示すようにカルシウムイオノホアA23187の用量依存的に化合
物506によるマウス致死活性を抑制した。また,イォノホアであるグラミシジンAやバリ
ノマイシンについても同様に検討したが, これらのイオノホアでは明確な致死活性の抑
制効果はみられなかった (表4)。なお,供試したイオノホア単独投与マウスでは特に
影響はみられなかった.
0 30 60 90 120    180   240   300    360
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表3 カルシウムイオノホアA23187による化合物506投与ガラクトサミン負荷
C57BL/6マウス致死活性に対する効果
テス ト標品
リピドA投与量
(μg/匹)
カルシウムイオノホアA23187の投与量/匹
l σ4M lび5M lσ‰ lo~7MOM
化 合物506
対 照
0.1
0
0/5     0/5    3/5     5/5
0/5     0/5     0/5     0/5
?
?
?
?
?
?
ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに化合物506(0.lμg/匹)を尾静脈より投与後15分に所定
量のカルシウムイオノホアA23187を腹腔内に投与し,化合物506投与後24時間のマウス致死
活性 (死駒総数)を調べた。実験は3回実施し,代表的な結果を示す。
表4 イオノホアによる化合物5%投与ガラクトサミン負荷C57BLκマウス
致死活性に対する効果
リピドA投与量
(μg/匹)
A23187 グラミシジンA ノ｀リノマイシン  文寸員熙
テス ト標品 10‐4M 10‐4M 10‐7M OM
化合物506
対 照
0.1
0
?
?
?
?
?
?
4/5
0/5
4/5
0/5
5/5
0/5
ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに化合物506(0.lμg/匹)を尾静脈より投与後15分に所定
量のイオノホアを腹腔内に投与し,化合物506投与後24時間のマウス致死活性 (死抑総数)
を調べた。実験は3回実施し,代表的な結果を示す。
7.化合物506によるガラクトサミン負荷マウスの血中サイトカインに対する
イオノホアの作用
カルシウムイオノホアA23187, グラミシジンAあるいはバリノマイシンによる化合物
506投与ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスの血中サイトカイン産生におよぼす影響につ
いて検討した。すなわち,TNF―αおよびIL-6濃度は化合物506投与後60分,IL-lαおよび
IL…lβ濃度は投与後360分に各々マウスより採血して得た血清中のサイトカイン量を
ELISA法により測定した。血中のTNF―αおよびIL-6濃度は,供試したいずれのイオノホ
アによっても有意の抑制作用を示したが,IL-lαでは明確な抑制はみられなかった (図
6)。他方,血中のIL-lβ濃度は,カルシウムイオノホアA23187により有意な抑制作用
がみられたが,グラミシジンAやバリノマイシンではその効果は弱かつた。
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テス ト標品
カルシウムイォノホア
A23187
グラミシジンA
バ リノマイシン
A
用量 (M)o
抑制率(%)
(平均値+標準誤差)
20    40   60   80   100
抑制率(%)
(平均値+標準誤差)
20    40   60    80   100
?
?
?
カルシウムイォノホア   10‐4
A23187
グラミシジンA   10~4
バリノマイシン   10~7
10‐
4
10‐
4
10‐7
図6 イオノホアによる化合物506刺激ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスの血中サイトカイン
におよぼす作用.ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに化合物506(0.lμg/匹)を尾静脈よ
り注射した。投与15分後にイオノホアを腹腔内に投与し,TlT_α(A)およびL‐6(B)
の場合は化合物506投与後60分に,IL-lα(C)およびIL-lβ(D)の場合は化合物506投与後
360分に各々採血して得た血清中のサイトカイン量をELISA法により測定した。結果は,
イオノホア非投与マウスに対するイオノホア投与マウスのサイトカイン産生の抑制率 (%)
で表した。studentのt検定により,イオノホア投与群と非投与群において1%(*)の危険
率で有意の差が認められた。バーは標準誤差を示す.
8.ハムスター抗マウスL-lβ抗体による化合物506投与ガラクトサミン負荷C57BL/6
マウス致死活性に対する効果
化合物506(0.lμゴ匹)を投与後15分に,ハムスタ 抗ーマウスL-lβ抗体 (100μゴ匹)を
尾静脈より投与し,24時間後のマウス致死活性に対する効果を検討した。その結果,表
5に示すように化合物506によるマウス致死活性を抑制した。
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表5 ハムスタニ抗マウスIL-lβ抗体による化合物506投与ガラクトサミン
負荷C57BL/6マウス致死活性に対する効果
テス ト標品
投与量
(μg/匹)
__ 化合物506(μg/匹)
0.1
抗IL-lβ抗体
対 照
100
0
ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに化合物506(0.lμg/匹)を尾静脈より投与後15分に,ハ
ムスタ 抗ーマウスIL-lβ抗体 (100μg/匹)を同マウスの尾静脈より投与し,化合物506投与後
24時間のマウス致死活性 (死初総数)を調べた。実験は3回実施し,代表的な結果を示す。
考  察
P.由饉″お LPSは,大腸菌やサルモネラ属菌 などの腸内細菌由来のいわゆる古典的
LPSに比べて非常に低毒性である17～19)。また,P.gingiv″is LPSの活性中心の本体である
リピドAも同様に低毒性であることが報告されている1つ。本研究で供試 したP.由gi″お
リピドA20は,ガラク トサミン負荷C57BL/6マウスに対する致死活性が,大腸菌型合成
リピドAである化合物506のそれの約1,600分の1と非常に弱い (表2)。エンドトキシン
によるマウス致死活性 は,宿主細胞から産生される内因性メディエーターによって惹起
されることが報告されている4～8)。 これらメディエーターとしては,マクロファージか ら
産生される炎症性サイ トカインが重要であると考えられる。Freudenbergら28)は,ェン ド
トキシンに耐性のC3H/HcJマウスにLPS感受性であるC3H/HcNマウスのマクロファージ
を移入すると,エンドトキシンに対 し非常に感受性が高 くな り,LPSによる致死活性 を
発揮することを示した。本研究では,低毒性であるPo ghgiv″isリピドAおよび内毒素活
性が強いことで知られている化合物506を用いて,c57BL/6マウス由来の種々のマクロファ
ージからの炎症性サイトカインの産生誘導について検討した (図1)。これらマクロファ
ージの中で,肺胞および腹腔由来のマクロファージから明確な炎症性サイトカインの産
生誘導がみられた。なかでも化合物506による肺胞マクロファージからのIL-lαおよび
IL-lβ産生は,P.gingi曖おリピドAのそれと比べ有意に高いものであった。Tak江ら29)は,
ラットの種々の臓器から調整した単球/マクロファージをLPS刺激した場合,その
TNF―α― A発現は,肺胞マクロファージおよび末梢血単核球で強く,iNOSおよび
IL-lβ mRNA発現は腹腔や肺胞マクロファージおよび末梢血単核球で強いことを示して
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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いる。しかしながら,クッパー糸田胞では,L…6 mRNAの発現は全くみられなかったこと
を報告している。また,マクロファージ刺激因子をマウスの静脈内に投与すると,LPS
刺激による牌臓マクロファージからのIL-6産生は,非投与対照マウスのそれと比べて5倍
に上昇するが,肝臓,肺胞および腹腔マクロファージにおいては,増強効果はほとんど
みられない3の.本研究において肺胞マクロファージは明確なサイトカインの産生誘導を
示したが,肺胞マクロファージは末梢血単球とは生化学的性状,機能および細胞表面の
抗原分子が異なることが示されている31)。ェンドトキシン耐性のC3H/HcJマウスから得
られた肺胞マクロファージは,LPSに感受性であるc3HcB/FeJマウスのそれに匹敵する
TNF―α産生を誘導し3の,肺胞マクロファージは他の臓器由来のマクロファージとは異なっ
た機能を担っていることが示唆される。本研究に供試したPo gingi″おリピドAによるヒ
ト末梢血単球/マクロファージからのIL-lβおよびL-6産生誘導は図1に示したマウス肺
胞マクロファージからのそれとよく一致している21).
P・コ咤v山劇 ピドAあるいは化合物506で刺激したガラクトサミン負荷C57BL/6マウス
由来の肺胞マクロファージの細胞内情報伝達系について,プロテインキナーゼ阻害剤を
用いて検討 した (図2)。本研究では,PKCに対して強い阻害作用を示すH-733)と弱い
阻害作用を示すHA100434,35),環状ヌクレオチド依存性プロテインキナーゼ阻害剤であ
るH‐835)ぉょびヵルモデュリンに対して強い阻害効果を示すW-736,37)と弱い阻害作用を
示すW-538)を各々用いて,内毒素活性の異なるリピドAにより刺激したガラクトサミン
負荷C57BL/6マウスの肺胞マクロファージからの炎症性サイトカイン産生性について調
べた。その結果,TNF―α産生においては,内毒素活性の強弱にかかわらず両リピドAと
もにH-7では強く,HA1004では弱い抑制効果がみられた。また,H_8では濃度依存的に
抑制効果がみられた。しかしながら,w_7およびW-5ではほぼ同程度の抑制を示し,特
異的な抑制効果はみられなかった。これらの結果から,両リピド疎 J激ともにTNF―α産
生には,PKCおよび環状ヌクレオチド依存性プロテインキナーゼの活性化が関与するこ
とが示唆された。L-6産生では,Po glingui″騰リピドAおよび化合物506刺激した肺胞マク
ロフアージにおいて,PKC,環状ヌクレオチ ド依存性プロテインキナーゼおよびカルモ
デュリンが関与することが示された。Higashimotoら23)は,マウス肺胞マクロファージを
カルシトリオール存在下でLPS刺激するとTNF―α産生が増強され,その産生はH_7やW-7
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により抑制されることを示している。LPS刺激したヒト単球からのTNF―αならびにIL-6
産生は,H_7やH-8と同様の作用を示すことで知られるH-9により阻害されることから,
これらサイトカイン産生はPKC特異的であることが報告されている39,40).これらの所見
は,本研究における化合物506で刺激したマウス肺胞マクロファージにおける結果と一
致している。また,IL-lα産生については,供試したいずれのプロテインキナーゼ阻害
剤でも抑制効果はみられず,PKC阻害剤であるH_7処理により肺胞マクロファージから
の同サイトカイン産生が増強するとの所見を得た。種々のサイトカイン産生において,
細胞内情報伝達系が必ずしも同じではないことを示唆している。さらにIL-lβ産生につい
てW-7およびW_5を用いて調べた結果から,P.ghgi"麻リピド棘 J激した肺胞マクロファ
ージにおいて特異的な抑制効果がみられたバ 化合物506刺激した場合にはみられなかっ
た (図2)。同様の所見は,肺胞マクロファージのIL-lβ mRNAレベルにおいてもみら
れた (図3)。 したがつてP.8h」″鮨リピド耕J激によるガラクトサミン負荷C57BL/6マ
ウスの肺胞マクロファージからのIL-lβの低産生性には,化合物506のそれとは異なり,
その細胞内情報伝達においてカルモデュリンの活性化が特異的に関与していることが示
唆された。カルモデュリンは細胞内の主たるカルシウム結合蛋白質であり,4分子の
ca2+と結合することにより活性化し,多くの酵素活性を誘導する41)。Ohmo丘と
Hamilton42)は,c57BL/6マウスの腹腔マクロファージをPs刺激して誘導されるIL-lαや
IL-lβ mRNAの発現におよぼすカルモデュリン阻害剤の効果について,L-lα mRNA発現
は抑制されないが,L-lβ mRNAは抑制されることを幸風告している.また,Kovacs43)ら
は,LPS刺激 したc57BL/6マウス腹腔マクロファージからのL-1産生は,H_7およびW-7
により抑制 されるが,TNF―α産生はw_7では抑制されないことを示 している。しかしな
がら,本研究で示した化合物506刺激による肺胞マクロファージからのIL-lβ産生はw_7
では抑制されなかった (図2)。これらの所見から,同系マウスでも,その局在するマ
クロファージや産生サイトカインの違いにより,細胞内情報伝達系が異なる可能性のあ
ることが考えられる。本研究で供試したP.ghgiv″ゴsリピドAで刺激したヒト末梢血単核
球細胞からのL-lβ産生誘導は,化合物506に比べ弱く,その低産生性にはカルモデュリ
ンキナーゼ活性化の関与が報告されている22):
6時間後には致死活性を惹起するo。lμg(/匹)濃度の化合物506を投与したガラクトサ
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ミン負荷C57BL/6マウスの血中エンドトキシン濃度を経時的に調べた (図4)。リムル
ス試薬はエンドトキシン感受性因子であるC因子だけではなく,真菌,担子菌,藻類等
の菌体成分として広く分布している(1_3)―βD―グルカン感受性因子であるG因子にも反応
性を示す44,45)。そのため本研究で投与したリピドAの血中濃度を正確に測定するために,
C因子のみと反応性を示すエンドスペシ 法ー46)を用いて測定した。その結果,化合物506
投与直後にエンドトキシン濃度はピークを示したが,投与30分後には同マウス血中にエ
ンドトキシンは検出されなかった (図4)。つぎに同一条件下でマウス血中の炎症性サ
イトカイン濃度について検討した。その結果,化合物506投与後60分にTNF―αおよび■_6
濃度はピークに達し,その後漸次減少した。ついで120分後からはL-lα濃度が上昇傾向
を示し,致死直前 (化合物5%投与衡 時間)にはIL-lβの急激な上昇がみられた (図5)。
Christophcら4つは,ラットに致死量以下の島
“
面働ねc」o55:B5LPSを投与すると60分後
に血中TNF―α濃度が上昇し,その後減少することを報告している。van Zeeら7)は,ヒヒ
に致死量の大腸菌を静脈注射した際にTNF―αの上昇がみられ,ついでL‐lβ,IL-6および
IL-8が増加した。しかしながら,致死量以下のLPSを投与した場合にはTNF―α,L-6およ
びL-8の上昇はみられたが,IL-lβは検出されなかったことを示している。また,致死量
以下のIL-lαを注射した場合,L-6およびIL-8濃度は上昇するが,TNF―αやIL-lβは検出さ
れなかったことも併せて報告している。TOki48)らは,LP―BM5マウス白血病ウイルスを
感染させたc57BL/6マウスは,LPSによる致死活性が増強することを示しており,その
際血中のTNF―α濃度の有意な上昇はみられないが,L-lβ濃度は著明に上昇することを示
している。また,ヒトにEo c洸ol13:H10:Kを静脈内投与した場合,エンドトキシン濃
度は投与後30分に血中から検出されなくなるとともに,TNF―αの上昇がみられ9o分後に
ピークを示した。ついで120分後にIL-6がピークに達したが,L-lβは検出されなかった
49).これらの所見から,投与するエンドトキシン量にかかわらずTNF―αおよびL-6は,
エンドトキシン投与初期にみられ,これらの所見は本研究の結果と一致している。
内毒素作用の異なるリピドAによる力嗜roでのマクロファージからのサイトカイン産
生性 (図1)およびヵЙyοにおける血中サイトカインの経時的変化の結果 (図5)から
総合的に鑑みて, リピドAによるマウス致死活性にはIL-lβの増加が強く関与しているも
のと考えられる。また,P.gmgi″鮨リピドAのL-lβの低産生性は,カルモデュリンの活
性化が重要であることを示した (図2, 3)。そこで化合物506によるIL-lβ産生を細胞
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内カルモデュリンを活性化することにより抑制し,結果的に致死活性を阻止することが
できるのではないかと考えた。カルシウムイオノホアA23187は,細胞内へのCa2+を積極
的に取り込み細胞質内のCa2+濃度を上昇させる。その結果,細胞内情報伝達系の一つで
あるCa2+結合蛋白であるカルモデュリンと複合体を形成し,ca2+_ヵルモデュリン依存
性キナーゼを活性化することから,カルモデュリンキナーゼ活性剤として用いられてい
る50,51)。本研究では,ガラクトサミン負荷C57BL/6マウスに致死量 (o.lμg/匹)の化合
物506投与後15分に所定量のカルシウムイオノホアA23187を腹腔内投与することにより,
用量依存的にマウス致死活性を抑制した (表3)。イオノホアは,一般的に細胞の脂質
二重層膜に取り込まれることによリイオンの膜通過を容易にする物質である。分子機構
としては,イォンをカゴ型に抱き込んで膜中を移動するキャリア型と数個の分子が膜に
イオン通過路を形成することでイォン交換を行うチャンネル型に分類される。キャリア
型に属するカルシウムイオノホアA231875のは,化合物506によるマウス致死活性を抑制
した。しかしながら, 同じキャリア型でナトリウムイオンに対する選択性の高いバリノ
マイシン52,53)ゃチャンネル型であるグラミシジンA52)は,ガラクトサミン負荷マウスの
リピドAによる致死活性に対して明確な抑制効果を示さなかった (表4)。また,これ
らイオノホアによる化合物506投与マウスの血中炎症性サイトカイン量に対する効果に
ついて調べた (図6)。その結果,いずれのイオノホアにおいても血中TNFα¨および
IL-6では強く,L-lαでは弱い産生の低下がみられた。しかしながら,血中L-lβ濃度は,
カルシウムイオノホアA23187を投与した場合にのみ著明な抑制効果を示した。また,
L-lβ産生抑制とマウス致死活性の抑制効果との間に高い正の相関関係 (r=o.99)を示
した。これらの所見は,血中IL-lβの上昇を抑えることが,致死活性の抑制につながるこ
とを示唆しており,化合物506によるガラクトサミン負荷マウスの致死活性をハムスタ
ー抗マウスIL-lβ抗体を用いて抑制したことからも推測される (表5)。
従来,エンドトキシンの直接作用により惹起されると考えられていたエンドトキシン
ショックが,エンドトキシンに対する宿主側の反応の結果起こるとの認識がなされ,な
かでもサイトカインが,そのショックにおいて中心的役割を演じていることが考えられ
る。その致死活1生因子であるサイトカインを制御することが,エンドトキシンショック
を含む敗血症の予防や治療に有効であることが示唆される。このような考え方によリマ
ウス抗TNFモノクローナル抗体を前投与したヒヒが,大腸菌によるショックから回避し
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たとの知見から,抗TNF抗体療法が注目されている54)。また,L-1は抗原性が低いため
に同サイトカインに対する中和活性の強い抗体は開発されておらず,本研究においても
化合物506に対するマウス致死活性を阻止するために,高濃度 (looμg/匹)の抗体を必要
とした。しかしながら,これら抗L‐lβ抗体を用いてマウス致死活性を阻止できたことは,
エンドトキシンによる敗血症性致死活性において,L-lβを低下させることが重要である
と考えられる。また,カルモデュリンを含む細胞内情報伝達系を調節することは,今後
エンドトキシンショックを含めた敗血症の予防や治療において,新しい基礎的情報を与
えるものとして期待される。
結 論
P.gingル証sリピドAならびに大腸菌型リピド耕]激によるガラクトサミン負荷C57BL/6
マウス由来マクロファージからの炎症性サイトカインの産生誘導やその作用機構の一端
を検討し, また,大腸菌型リピドAによるマウス致死活性の抑制について調べた。その
結果, 1)P.ghgi″施リピドAは,大腸菌型リピドAに比べ致死活性が非常に弱い。また,
P.gmgi″ぉリピド疎J激したマウス肺胞マクロファージからのL-lβ産生は弱く,この低
産生性には,細胞内カルモデュリンの活性化が深く関与していることが示唆された。2)
大腸菌型リピドA投与後のガラクトサミン負荷マウス血中におけるL-lβ濃度の上昇と致
死活性との間には高い正の相関関係 (r=o。99)がみられた。3)大腸菌型リピドAを投
与したガラクトサミン負荷マウスに,カルモデュリンキナーゼ活性斉Jであるカルシウム
イオノホアA23187を投与すると,血中L-lβ濃度が低下し,致死活性も抑制された。4)
大腸菌型リピドAを投与したガラクトサミン負荷マウスにハムスタ 抗ーマウスIL-lβ抗体
を投与すると,その致死活性が抑えられた。
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